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Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de los extractos de pericarpio de Citrus sinensis
y semillas de Trichilia havanensis en la mortalidad y repelencia de diferentes estados bioldgicos
de Tetranychus urticae en condiciones de laboratorio. Soluciones preparadas con los extractos en
concentraciones de 500, 1000 y 1500 mg.L " fueron aplicadas a un nimero conocido de huevos,
larvas y hembras adultas de T. urticae en discos foliares de frijol (Phaseus vulgaris L.). El
analisis de los datos del porcentaje mortalidad y repelencia (prueba de Kruskal Wallis (0=0.05)
mostraron que el extracto de T. havanensis ocasiono la mortalidad de huevos mas alta con el 45
% a 1500 mg.L 1, el extracto de C. sinensis presentd el mayor porcentaje de mortalidad en larvas
y adultos con el 40.0 % a 1000 mg.L 'y 50.0 % a 1500 mg.L 1, respectivamente. El extracto de
C. sinensis mostro el mayor porcentaje de repelencia con el 30.0 % en larvas y 60.0 % en adultos
a 1500 mg.L -1 . Los resultados indican que los extractos tienen el potencial de desarrollar

productos efectivos para el manejo de T. urticae.

Palabras clave: mortalidad en huevos, repelencia en larvas, caracterizacion guimica, extracto

vegetal.



Abstract

This work aimed to evaluate the effect of the plant extract from the peel of Citrus sinensis and
the seeds of Trichilia havanensis on mortality and repellency in different biological states of
Tetranychus urticae under laboratory conditions. Solutions of the extracts at 500, 1000 and 1500
mg.L * were applied to a known number of eggs, larvae, and female adults of T. urticae in foliar
discs of bean (Phaseolus vulgaris L.). The data analysis of mortality percentage and the
repellence (Kruskal-Wallis test and comparison of medians, (a=0.05) showed that the extract of
T. havanensis presented the highest percentage of mortality in eggs with 45.0 % at 1500 mg.L 2,
and the extract of C. sinensis presented the highest mortality in larvae with 40.0 % at 1000 mg.L
"1 and adults with a 50.0 % at 1500 mg.L 1. The highest percentage of repellency was the extract
of C. sinensis at 1500 mg.L ", with 30 % in larvae and 60.0 % in adults. The results indicate that
the extracts have the potential to develop effective products for managing T. urticae.

Keywords: Egg mortality, larvae repellency, chemical characterization, vegetal extract.



1. Introduccion

Entre los riesgos a los que esta sujeto un sistema agricola se encuentra la presencia de diversas
plagas que, por su supervivencia, afectan la produccién al alimentarse y generan una importante
pérdida econdémica para el productor. Informes de la FAO (2021), indican que las plagas generan
una pérdida del 40% en la produccion agricola a nivel mundial.

Asi mismo, la presencia de diversas trazas de plaguicidas ha afectado considerablemente la
inocuidad de los alimentos, las altas concentraciones utilizadas en los campos de cultivo traen
consecuencias no solo al personal que aplica los tratamientos, también a los consumidores.
Diversos estudios han evidenciado la presencia de plaguicidas en alimentos, actualmente Brasil
es uno de los principales consumidores, con una estimacion media de 7 kg al afio (Frota &
Siqueira, 2021). De igual manera los mismos autores sefialan que entre los afios 2007 a 2010 se

encontrd registros de 549 casos de intoxicaciones por alimentos contaminados con plaguicidas.

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), es un acaro conocido comdnmente bajo el
nombre de arafia o arafiita roja, es un caro fitéfago de la familia Tetranychidae; considerado una
de las plagas con mayor incidencia a nivel mundial por afectar un gran numero de cultivos
(Reséndiz-Garcia & Castillo-Olivas, 2018). Este organismo es de vital importancia debido a la
capacidad que tiene para adaptarse a la planta hospedadora y a diferentes condiciones
ambientales (Agut et al., 2018). En México se ha reportado su presencia en Campeche, Hidalgo,
Oaxaca, Puebla, Tabasco, Veracruz y Yucatan, afectando los cultivos de frijol, zarzamoras y
fresas, entre otros (CABI, 2018). Ademas, ha generado resistencia a diversos plaguicidas de
sintesis quimica; por lo anterior es necesario la busqueda de alternativas a estos plaguicidas que
causan graves dafios en la salud y al medio ambiente (Villegas-Elizalde et al., 2010).

Recientes estudios, han demostrado el potencial plaguicida que tienen los extractos vegetales por
la diversidad de compuestos bioactivos que los constituyen, como terpenos y sequiterpenos,
dicho efecto es debido a la capacidad de escindir (escindir= dividir en dos 0 mas partes) la capa
grasa de ciertos exoesqueletos asi como inhibir la actividad enzimatica en los procesos celulares
de diversos artropodos; esta caracteristica los posiciona como una alternativa al uso de
agroquimicos, puesto que no generan un impacto adverso al medio ambiente ni a la salud

humana, asi como a los productos en los que se han probado (Duran-Lara et al., 2020).



La naranja Citrus sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae) es una de las frutas mas importantes en
México, cubriendo una superficie de 339 mil hectareas y una produccion de 4,738,000 toneladas
tan solo en 2018, siendo Veracruz uno de los principales productores en la Republica Mexicana
(SIAP, 2020). Los residuos generados por la utilizacion de la pulpa de la naranja son muy poco
usados en la elaboracién del compostaje por la acidificacion al medio y las desventajas que
presenta. Un uso alternativo de la cascara es la obtencion de su extracto natural que sirve para la
elaboracion de diversos productos en la industria farmacéutica, cosmetoldgica y alimenticia
(YYafiez et al., 2007; Hernandez-Carillo et al., 2015).

Asi mismo, Trichilia havanensis Jag. (Meliaceae) tiene maltiples usos entre los que se destaca la
extraccion de aceite comestible y el uso del fruto como un método de proteccion del maiz
durante la germinacién contra el ataque de insectos, aves y roedores en la comunidad totonaca de
la Sierra de Puebla; ademas de utilizar las hojas para repeler insectos que dafian el grano durante
el almacenamiento (Arenas & Rodriguez-Hahn, 1990; Ldépez-Olguin et al., 1997). Ademas del
gran valor cultural que posee por su uso en ceremonias religiosas en diversas comunidades
indigenas del pais, asi como su capacidad repelente de plagas (Villavicencio-Nieto et al., 2010)

dichas caracteristicas lo hacen una opcidn viable para la produccién de plaguicidas.

Es ante esta problematica que el presente trabajo de investigacion tuvo como propésito evaluar la
capacidad ovicida, larvicida, acaricida y repelente de los extractos provenientes de C. sinensis y
T. havanensis sobre T. urticae en condiciones de laboratorio como informacion para el desarrollo

de un método de regulacion de esta plaga de interés agricola.

2. Antecedentes

Los componentes bioactivos presentes en los extractos de C. sinensis han sido evaluados en
diversas plagas y sus efectos han sido atribuidos a los compuestos constituyentes de esos
extractos. Un ejemplo de ello es la investigacion realizada por Majeed et al. (2018), que
evaluaron los extractos aceténicos y etandlicos de Azadirachta indica (A. Juss), Citrus
aurantium (L.), C. sinensis y Eucalyptus camaldulensis (Dehnh) contra la cochinilla
Pseudococcus viburni Signoret (Hemiptera; Pseudococcidae), concluyendo que los compuestos

bioactivos en estas especies vegetales fueron eficaces para la disminucion de la poblacion de este



fitéfago. En otro estudio, Bnina et al. (2019) probaron el extracto vegetal de C. sinensis contra
especies fitdfagas como Tribolium castaneum (Herbst, 1797), Liposcelis bostrychophila
(Badonnel, 1931) y Cryptolestes ferrugineus (Stephens, 1831) teniendo una eficacia de méas del
50% de reduccion en las poblaciones de los organismos probados.

El efecto acaricida de C. sinensis en T. urticae, ha sido observado por Da Camara et al. (2015),
quienes evaluaron estos extractos vegetales en adultos de la arafia roja usando tiras impregnadas
con el aceite esencial, demostrando la eficacia del tratamiento al reducir las poblaciones en sus
bioensayos a nivel laboratorio. Aissaoui et al. (2020), impregnaron discos con extractos de: C.
aurantium y C. sinensis a diferentes concentraciones, teniendo una mortalidad mayor del 50% en
larvas y adultos. De Santana et al. (2021), probaron la eficacia del aceite esencial de hojas de C.
sinensis, mezclandolo con dimethilsulfoxido al 0.5%, donde se obtuvo una CL=500.28 mL/L de

extracto al impregnarlo en discos de papel filtro.

De la Torre-Anzurez et al. (2017) evaluaron el efecto del extracto etandlico de semillas de T.
havanensis a diferentes concentraciones sobre la viabilidad y desarrollo de larvas neonatas del
gusano soldado Spodoptera exigua Huibner (Lepidoptera: Noctudiae), mostrando un efecto
larvicida. Garcia-Gomez et al. (2018) evaluaron la actividad insecticida de tres especies del
género Trichilia (Meliaceae) en Copitarsia decolora Guenée (Lepidoptera: Noctuidae), se
alimenté el estado larval de este fitofago con una dieta suplementaria a diferentes
concentraciones de extractos vegetales usando como solventes hexano, acetona, metanol y agua,
de la corteza de Trichilia americana Sessé & Moc., Trichilia hirta L. y T. havanensis
demostrando que el extracto es un potencial insecticida.

Rodriguez-Cabrera et al. (2022) determinaron la efectividad de los extractos etanolicos y
hexanicos de semillas de T. havanensis, estos resultados presentaron una alta actividad ovicida
en T. urticae aplicando los extractos de manera directa en discos de hojas de frijol con un
aspersor; los huevos presentaron una mortalidad corregida del 58% y 77% a los extractos

hexanicos y-extractos etandlicos de las semillas, respectivamente.



3. Marco Tebrico

3.1 La produccién agricola en México
Con la entrada de la revolucion verde, la agricultura cambid de manera radical para aumentar la
produccidn agricola ante una idea equivoca de escasez alimentaria, trayendo como consecuencia

fuertes impactos ambientales y a la salud humana (Chilon-Camacho, 2017).

La contaminacion de los suelos, agua y el aire fue evidenciada por trabajos como el realizado por
Garcia (2019), que sefiala que el empleo de fertilizantes con alto contenido de nitrégeno esta
relacionado con la alta cantidad de lixiviacién del nitrégeno no absorbido por los cultivos, que
llega a aguas subterrdneas como nitratos, causando eutroficacion. A su vez, el amoniaco cobra
importancia sobre la salud, especialmente a los aplicadores de estos fertilizantes ya que, tras
abonar, las concentraciones pueden superar las 3,000 ppm y entrar al organismo a través de vias
respiratorias o dérmicas causando desde irritacion hasta quemaduras o cancer (ATSDR, 2004).
Por otro lado, Martinez-Alva et al. (2020), reportan la disminucion en los rendimientos de
fertilizantes quimicos contra fertilizantes organicos, mostrando las desventajas que comienzan a

provocar la aplicacién de estos insumos.

El uso de plaguicidas para la regulacién de fitofagos o arvenses han sido una fuente principal de
contaminacion de agua, suelo y aire. El trabajo realizado por Martinez-Alva et al. (2020) sefiala
la existencia de compuestos toxicos derivados de plaguicidas en muestras de papa provenientes
de Toluca, México, entre los que destacan el arsénico, plomo y cadmio como elementos
presentes en los plaguicidas mas utilizados en suelos agricolas. Por su parte Hernandez-Antonio
& Hansen (2011) evidencian la presencia de restos de plaguicidas triazinicos, fenoxiclorados y

organoclorados en muestras de suelo y agua en diversas zonas agricolas de México.

Entre otros problemas, esta la disponibilidad de tierra para el uso agricola, que ha disminuido un
31% entre los afios 1985 al 2015 (Sosa-Baldiva & Ruiz-lbarra, 2017), mostrando a los
agricultores la importancia de implementar otras técnicas que mitiguen el dafio ocasionado por
los paquetes tecnologicos y reducir pérdidas, asi como para evitar la dependencia a insumos

quimicos.



3.2 La inocuidad alimentaria y el uso de plaguicidas

Ademas de los dafios al medio ambiente, la salud de los consumidores se ha visto fuertemente
afectada por la presencia de elementos provenientes de plaguicidas en productos agricolas
frescos y pecuarios, estos ultimos derivados del consumo de forraje rociado con plaguicidas. Un
ejemplo de ello es la presencia de compuestos activos en plaguicidas como DDT, endrin y
heptacloro en muestras de leche provenientes de la Ciudad de México. Por otro lado, estos
mismos compuestos fueron encontrados en muestras de carne de res en las siguientes
concentraciones: hexaclorobenceno (HCB) (0.30 pg/g), heptacloro (0.20 pg/g), aldrin (0.26 ng/g)
y dieldrin (0.23 pg/g), al norte de la Republica (Garcia-Hernandez et al., 2018).

En productos vegetales como hortalizas, granos y frutos también se ha encontrado la presencia
de diversos contaminantes, como malation en frijol (0.025 pg/g), clorpirifos en trigo (0.0058
pg/g), cipermetrina en chicharo (0.367 pg/g) y metabolitos del DDT en maiz (0.019 pg/g) en
muestras de diversos puntos del norte del pais, presentando concentraciones de cipermetrina por
encima del limite maximo de residuos (Aldana-Madrid et al., 20011; Garcia-Hernandez et al.,
2018). En muestras colectadas en mercados de Sonora se obtuvieron hortalizas en las que el 9%
de ellas contenian residuos piretroides (0.004 a 0.57 pg/g) y de ciflutrin en cebolla (0.57 pg/g)
(Aldana-Madrid et al., 2011).

Los cuerpos de agua también han sido afectados severamente. El estudio mas reciente realizado
en Yucatan por Rodriguez et al. (2017) encontraron la presencia de ciertos contaminantes
derivados de plaguicidas organoclorados en diverso cuerpos de agua que son usados para
consumo humano en diversas comunidades del estado, compuestos como DDT, heptacloro,
endosulfan, aldrin, endrin y sus metabolitos rebasaban los valores permisibles por las Normas
Oficiales Mexicanas, algunos resultados reportaron 7.35 pg/mL de a-endosulfan, 3.69 pg/mL de
aldrin, 2.33 ug/mL of 4,4°’DDD, 1.43 ug/mL de heptacloro, 1.39 y 1.46 ug/mL of &-lindano y
1.25 pg/mL de dieldrin.

Los efectos perjudiciales en la salud han sido sefialados en numerosas ocasiones. Blanco-Mufioz
et al. (2016) observaron una relacion positiva entre las concentraciones de DDT en suero y los
niveles de hormonas tiroideas en poblaciones del Estado de México y Morelos. También se ha
encontrado una relacion entre la madurez placentaria y la exposicion de organofosforados, lo que

afecta el transporte de nutrientes de la madre al feto (Acosta-Maldonado et al., 2009). Asi



mismo, Craig et al. (2020) reportan la alteracion del sistema nervioso central como consecuencia

de estos compuestos.

3.3 Agroecologia

La Agroecologia es una labor multidisciplinaria que surge como una contrapropuesta a la
agricultura convencional, propone asumir la naturaleza como un bien que hay que conservar y a
la vez reproducir (Noguera-Talavera et al., 2019). Se fundamenta en la participacion y rescate de
los conocimientos empiricos de campesinos indigenas sobre la agricultura tradicional para
prescindir del uso de agrotdxicos y aprovechar mejor los recursos naturales y el manejo
sostenible de los agroecosistemas para la produccién de alimentos inocuos, se consideran seis
principios basicos para el manejo sostenible de agroecosistemas: (1) la diversificacion vegetal y
animal a nivel de especies 0 genética en tiempo y espacio; (2) el reciclaje de nutrientes y materia
organica; (3) provision de condiciones edéaficas dptimas para crecimiento de cultivos manejando
materia organica y estimulando la biologia del suelo; (4) minimizacion de pérdidas de suelo y
agua manteniendo cobertura del suelo, controlando la erosion y manejando el microclima; (5)
minimizacion de pérdidas por insectos, patdgenos y malezas mediante medidas preventivas y
estimulo de fauna benéfica, antagonistas, alelopatia y (6) la explotacion de sinergias que
emergen de interacciones planta-planta, plantas-animales y animales-animales, (Nicholls &
Altieri, 2019). EIl desarrollo de la agroecologia se da en 1976, basandose en estudios
agrondmicos y ecoldgicos de la agricultura tradicional maya en Yucatan, siendo Efraim
Hernandez Xolocotzi el primero en concebir el concepto de agroecosistemas; y en 1981, Steve
Gliessman definié formalmente la agroecologia como el estudio de los fundamentos ecoldgicos

de la agricultura (Astier et al., 2017).

3.4 Plagas en México

Se define el término plaga como: cualquier especie, raza o biotipo vegetal, animal o agente
patogeno dafiino para las plantas o productos vegetales (FAO, 2021). Por otro lado, se considera
como plaga agricola a cualquier organismo competidor o antagonico con un cultivo, cuya
densidad de poblacién sube a niveles criticos y sean capaces de causar dafios significativos de
manera directa o indirecta a las plantas y a la economia de los productores (Falconi-Palomino,

2013). Los fitéfagos son los principales motivos de preocupacion en las parcelas de los
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agricultores, estos suelen alimentarse de hojas, tallos, raices y frutos de los organismos

cultivados, impidiendo el desarrollo de la planta (Agut et al., 2018).

En México, los problemas con plagas han estado presentes desde tiempos remotos, en épocas
post revolucionarias llego la langosta Schistocerca piceifrons Walker (Ortoptera: Acrididae) a
Yucatan y se extendio a lo largo del territorio mexicano, provocando grandes pérdidas en los
cultivos de maiz y generando una campafia a nivel nacional para regular su presencia (Ortiz-Yam
& Cecilia-Zulueta, 2020). Actualmente las plagas por insectos fitéfagos provocan perdidas de un
40%, entre las que se destacan: el pulgdn amarillo, la mosquita blanca, el picudo rojo, la arafia

roja, gallina ciega, la mosca de la fruta y la larva minadora de hojas (Agrosamex 2019).

3.5 Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranichidae)
Su clasificacion taxondémica es la siguiente (EPPO, 2020):
Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Arachnida
Subclase: Acari
Orden: Prostigmata
Familia: Tetranychidae
Género: Tetranychus
Especie: T. urticae Koch (1836)

Tetranychus urticae conocido cominmente como arafia roja de dos manchas, arafia y acaro rojo,
es un acaro perteneciente a la familia Tetranychidae; este fit6fago se establece en un gran
nimero de plantas cultivadas causando dafios de importancia econémica, dafiando incluso

malezas y plantas silvestres (Ruiz-Coral et al., 2016).

3.5.1 Morfologia, ciclo de vida y alimentacion

La arafia roja tiene un aspecto globoso y su color varia de acuerdo con su alimentacion; llegan a
medir de 0.5 a 0.6 mm. Tiene una distribucion espacial agregada y prefiere el envés de la hoja
para crear sus colonias; las hembras son capaces de producir cerca de 100 huevecillos; para su
desarrollo requiere una temperatura minima de 26 °C y 40 % de humedad relativa y su ciclo de
vida tiene una duracion total de 12.2 dias en estas condiciones (Reséndiz-Garcia & Castillo-
Olivas, 2018). El ciclo de vida se presenta en la Figura 1.



Adulto

Ninfa
2° estado

Figura 1. Ciclo de vida de Tetranychus urticae.

Este acaro se alimenta succionando los nutrientes de las plantas después de romper la superficie
de la hoja con sus estiletes, afectando el crecimiento de la planta y sus frutos. Los dafios que
causan se ejemplifican en la Figura 2. Puede detectarse al percibir las coloraciones amarillentas

en las hojas, la presencia de seda, restos de sus heces y mudas (Santamaria et al., 2020).

Figura 2. Clorosis provocada por la infestacion de Tetranychus urticae en una planta de frijol.
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Es un organismo considerado como una seria amenaza a la produccion agricola por poseer un
ciclo de vida muy corto, ademas de tener un alto poder reproductivo y una notable resistencia a

los plaguicidas (Santamaria et al., 2020).

3.5.2 Distribucion y dafos
En México, T. urticae se localiza en toda la Republica Mexicana, principalmente en Campeche,
Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Tabasco, Veracruz y Yucatdn, afectando los cultivos de frijol,

zarzamoras Y fresas, entre otros (CABI, 2018).

El estudio realizado por Lugo-Séanchez et al. (2019) demostr6 que, de los acaros recolectados en
diversos cultivos de jitomate en Sinaloa, T. urticae se encontraba presente en todas las etapas del
desarrollo del cultivo en un 71.5%. También Diaz-Arias et al. (2019) reporto la presencia de este
acaro en diversas plantaciones de rosas en Tenancingo y Villa Guerrero, Estado de México,
evaluando su actividad en los cultivos y los dafios ocasionados relacionados directamente al
namero de tallos producidos y el nimero de pétalos de las flores. En Villa Guerrero, Edo. de
México, es la principal plaga en ornamentales tanto en invernadero como a cielo abierto y se han
utilizado alrededor 38 acaricidas de los cuales 25 tienen accion insecticida (Aguilar &
Rodriguez, 2012; Reséndiz-Garcia & Castillo-Olivas, 2018).

3.5.3 Resistencia a plaguicidas

Como se ha mencionado con anterioridad, T. urticae ha pasado a ser una plaga de interés
econdmico y por generar resistencia a diversos plaguicidas de sintesis quimica. Wu et al. (2019)
evaluaron el patron de resistencia de T. urticae a los compuestos; abamectin, fenpyroximato y
spirodiclofen; demostrando una compleja adaptacién a estos compuestos por los genes de
desintoxicacion metabdlica mejorada en el 100%, 50% y 20% de las poblaciones analizadas,
respectivamente; la resistencia a bifentrina, bifenazato y etoxazol por insensibilidad al sitio
objetivo fue generalizada entre las poblaciones analizadas.

Otro estudio realizado en Brasil, compararon la resistencia de este acaro a dos acaricidas
diferentes, ciflumetofen y diafentiuron, el estudio demostré magnitudes de resistencia superiores
a 4000 veces para ciflumetofem y solo 55 veces para diafentiuron (Marcal, 2020). Sato et al.
(2021) evalud la resistencia de este acaro a abamectina y el fenpiroximato, donde se observaron
poblaciones con resistencia de entre el cero y 81,3% para la abamectina; y entre cero y 94,5%

para fenpiroximato.
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3.6 Métodos de regulacion de plagas

Existen diversos métodos para la regulacion de plagas en los campos de cultivo, y se aplican
segun el tipo de problema a tratar y el tipo de cultivo, involucrando los siguientes aspectos:
grado de infestacion, eleccion del tipo de plaguicida, tipo de plaga a combatir y definir los

horarios de control de la plaga (Nufiez, 2007).

3.6.1 Control quimico para regular poblaciones de Tetranychus urticae

El control quimico es el més utilizado por los agricultores debido a la aparente eficacia que
suelen presentar, su facil accesibilidad y costos relativamente bajos. Entre los productos
quimicos més utilizados en el manejo y control de insectos se tienen agentes coadyuvantes,
atrayentes, repelentes, esterilizantes, inhibidores de crecimiento, insecticidas y acaricidas
(Cermeli & Diaz, 2016). Los insecticidas organofosforados, el endosulfan, herbicidas (2,4-D,
paraquat y glifosato) y fungicidas (clorotalonil y mancozeb) son aplicados con mayor frecuencia
(Silveria-Garmont et al., 2018).

3.6.2 Control biologico de Tetranychus urticae

En el estudio realizado por Schmidt-Jeffris & Cutulle (2019), se demostrd la eficacia de
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot (Acari: Phytoseide) para regular las altas densidades de T.
urticae. Este organismo se alimentdé de los huevos, larvas, ninfas y adultos. Los autores
recomiendan liberarlo en una proporcion 1:42, siendo eficiente para el control de plaga en 24 h.
De igual manera, se han usado diversos tipos de microorganismos para el control de T. urticae,
Ullah & Lim (2017) evaluaron la interaccion de T. urticae con Bauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin teniendo una gran influencia en las poblaciones de adultos. Mendoza-Léon et al.
(2019), evaluaron la actividad que ejerce Bacillus subtilis (Cohn) sobre arafia roja en hojas de
fresa, incrementando la mortalidad de las hembras, en comparacion al tratamiento control,

concluyendo la posibilidad del uso de esta bacteria para el control de este fit6fago.

3.6.3 Extractos vegetales para el control de Tetranychus urticae

Los extractos vegetales son mezclas complejas de metabolitos secundarios, aislados de las
plantas donde encuentran presentes de manera natural, entre los que se encuentran
principalmente terpenos, aldehidos y alcoholes (Flores-Villegas et al., 2019); caracteristicas tales

como el rendimiento y la composicion de los compuestos presentes variard en los extractos
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vegetales dependiendo del tipo de planta, las caracteristicas de cultivo a la que fue sometida y la

parte que sean extraidos (Lopez-Malo et al., 2005).

El uso de extractos vegetales también ha sido evaluado para el control de fitéfagos que
representan una amenaza a diversos cultivos. Estos extractos provienen de diferentes partes de la
planta como la hojas, corteza, raices, semillas, rizomas y tallos. Existen diferentes compuestos
bioactivos en los diferentes extractos de plantas. En la Tabla 1 se pueden apreciar diferentes

compuestos, especie de planta donde pueden obtenerse y su mecanismo de accion.

Tabla 1. Fuentes de obtencion, compuestos activos y modo de accion de los plaguicidas
botanicos més representativos.

Especie (Familia) Compuestos activos Modo de accion
Annona squamosa L. Squamocina Inhibe la accidn del complejo
(Annonaceae) (annoninas) mitocondrial I11.

Azadirachta indica A. Juss. Azadiractina, salanina |nhiben significativamente la actividad

(Meliaceae) y nimbina (triterpenos) de la enzima acetilcolinesterasa,
responsable de terminar la transmision
de los impulsos nerviosos.

Camelia olifeira C. Abel Saponinas triterpénicas Escinden la capa grasa de ciertos

(Theaceae) (saponinas) exoesqueletos provocando
deshidratacion.

Chrysanthemum Cinerinas, jamolinas y Ejercen sus efectos txicos al

cinerariaefolium Trevir pyeretrinas (piretrinas interrumpir el intercambio de los iones

(Asteraceae) naturales) sodio y potasio en fibras nerviosas.

Nicotiana tabacum L. Nicotina (alcaloides)  Se une a los receptores de acetilcolina

(Solanaceae) provocando una activacion nerviosa

descontrolada.

Adaptado de (Pavela, 2016)

El trabajo realizado por Alegre et al. (2017) se evaluo la toxicidad de los extractos acuosos,
etanolicos y hexanicos de las hojas de Chenopodium quinoa Willd. El extracto etandlico de C.
quinoa a una concentracion del 20% dio como resultado tasas de mortalidad de 29,6% de T.

urticae.

Asi mismo, Numa et al. (2018) evaluaron la capacidad acaricida de los extractos de: Cnidoscolus

aconitifoluis, Copaifera oficinalis y Anadenanthera peregrina, todos los extractos ocasionaron
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una mortalidad mayor al 60% en &caros adultos. Toapanta (2021), evalud tres extractos
vegetales: pimiento (Capsicum annuum L.), cabuya negra (Agave americana L.) y aguacate
(Persea americana Mill) en hojas de fresa (Fragaria x annassa Duchesne) y redujeron la

oviposicion un 94.47%.

3.6.4 Hidrolatos y la regulacion de plagas

Con relacion a los extractos acuosos, éstos han sido utilizados en muy pocos estudios, sin
embargo, se ha demostrado su eficacia en diversos artropodos; Hocayen & Pimenta (2013)
evaluaron el efecto de carqueja (Baccharis trimera Less), albahaca (Ocimum gratissimum L.),
necroton [Vernonia condensata (Backer) H. Rob.], manzanilla [Chamomilla recutita (L.)
Rauschert] sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini), destacando el hidrolato de
albahaca, que presentd una eficiencia del 76.7% en mortalidad a una concentracién del 100%.
Mello et al. (2015) evaluaron los extractos de Rosmarinus officinalis L.) como regulador de la
poblacién de garrapatas en bovinos, demostrando la eficacia de la formulacion de hidrolato,

teniendo el 62% de moralidad.

3.7 Métodos de obtencidn de extractos vegetales

3.7.1 Extraccién por disolventes

En este proceso, la muestra seca es colocada en disolventes organicos como pueden ser el
alcohol y cloroformo, principalmente. Estos solubilizan compuestos esenciales, ceras y grasas
obteniendo una oleorresina o extracto impuro, el cual pasa por un proceso para separar el
disolvente empleado. Es usado comUnmente en pequefia escala ya que industrialmente resulta
costoso debido a los disolventes utilizados y se obtienen ciertos compuestos contaminados con

otras sustancias, incrementando la posibilidad de que éstos, hagan combustion (Martinez, 2003).

3.7.2 Extraccidn por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es un proceso aplicado en la separacion de sustancias poco
solubles en agua y se emplea para separar una sustancia de una mezcla que posee un punto de
ebullicién muy alto y que se descomponen al destilar. Esto es por efecto de la temperatura del
vapor (100 °C), en un determinado tiempo, dando como consecuencia la ruptura del tejido del

vegetal liberando los compuestos volatiles (Figura 3) (Rodriguez et al., 2012).
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Figura 3. Equipo de hidrodestilacion.

La vaporizacion selectiva del componente volatil se realiza a través de una inyeccién de vapor de
agua directamente en el seno de la mezcla, denominandose a este “vapor de arrastre”. Este vapor
se condensara creando una fase inmiscible que cedera su calor a la mezcla para que se pueda
vaporizar, obteniendo dos fases, una organica y una acuosa, comportandose de manera
independiente ejerciendo su propia presion de vapor (Wankat, 1988; Sevillano et al., 2019). Es
posible utilizar un gas inerte para el arrastre en lugar de agua sin embargo el empleo de estos
vapores, pueden generar problemas adicionales en la condensacion y en la recuperacion del
destilado o gas. En muchos procesos de destilacion por arrastre de vapor, el material vegetal se
mezcla con agua y el sistema se lleva a ebullicion, proceso comunmente conocido como
hidrodestilacion. El vapor se condensa para separar el agua de la fraccion de aceite (Perineau et
al., 1992).

Se ha evidenciado la ventaja de utilizar el método de arrastre por vapor por la pureza del
destilado con relacion al componente no volatil, a pesar de requerir una decantacion para su
separacion de la fase acuosa o el hidrolato. Otra ventaja es el bajo costo que tiene el realizarlo,
asi como su sencillez para su obtencion; sin embargo, el inconveniente es que se requiere de
largos periodos de tiempo. EI mismo autor sefiala que el manejo y el almacenamiento adecuado

debe ser una prioridad dado que los aceites esenciales son altamente volatiles y sensibles a altas

temperaturas (Peredo et al., 2009).
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El hidrolato, es un subproducto acuoso proveniente del proceso de hidrodestilacion; se forma por
la condensacion del vapor que ha atravesado la materia vegetal durante el proceso de extraccion
descrito con anterioridad y contiene los mismos compuestos bioactivos que los extractos

vegetales en menor proporcién (Perdomo, 2015).

3.8 Citrus sinensis (Obseck) (Rutaceae)
Caracteristicas taxonémicas (Schoch-CL, 2020):
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Geénero: Citrus

Especie: C. sinensis Osbeck 1865

3.8.1 Caracteristicas botanicas de Citrus sinensis

Son arboles medianos de hojas perennes, con ramas angulares cuando son jovenes; las ramas
estan provistas de espinas solitarias situadas en las axilas de las hojas; las hojas se disponen en
espiral alrededor del eje, tiene flores solitarias, en corimbos. Del naranjo brotan flores solitarias,
en racimos terminales; tienen caliz pequefio en forma de copa, tiene de 4 a 5 sépalos y esta
provisto de abundantes glandulas. El ovario es sub-globuloso, el estilo delgado o truncado,
pasando progresivamente a un estilo de 24 mm de espesor similar al de la parte superior del
ovario, contiene de 8 a 18 loculos, con 4 a 8 dvulos por l6culo, en dos hileras paralelas. Por otro
lado, el fruto estd formado por segmentos que contienen las semillas colocadas en el angulo
anterior, el resto del espacio lleno de pelos vasculares pediculares, compuestos por grandes
células de contenido acuoso. Los gajos se encuentran cubiertos de un endocarpio blanco, donde
se encuentra una corteza con numerosas glandulas de esencia que se vuelven amarillas al
madurar. Las semillas son ovadas, mas o menos anguladas, con uno o mas embriones blancos o
verdes (Praloran, 1977).
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3.8.2 Compuestos presentes en el pericarpio de Citrus sinensis

La naranja tiene diversas aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica
debido a los compuestos presentes en el fruto entre los que se encuentran el limoneno, linalol y
a-pineno como sustancias a las que se le atribuyen propiedades bactericidas, fungicidas e
insecticidas (De Santana, 2021). En la Tabla 2 se aprecian los compuestos presentes en el
extracto obtenido del pericarpio de C. sinensis (Da Camara et al., 2015).

Tabla 2. Compuestos bioactivos presentes en
Citrus sinensis

Compuesto Porcentaje %
Limoneno 96.11
a-pineno 0.30
Mirceno 0.84
Linalol 0.48
Total 97.73

3.8.3 Distribucién geografica

Siendo de origen asiatica, C. sinensis es una de las frutas mas importantes de la Republica
Mexicana, contando con mas de 339 mil hectareas y una produccion total de 4,738,000 toneladas
al afo; su produccion se encuentra concentrada principalmente en Veracruz y Tamaulipas, donde
se genera el 68.2% de la oferta nacional, seguida de Puebla con el 4.6% y Yucatan con 2.9%
(SIAP, 2020). Actualmente, se producen elevadas cantidades de residuos que de no ser
manejados adecuadamente pueden generar contaminacion en agua, suelo y aire, afectando los
recursos naturales; técnicas como la del compostaje son poco usadas por ser un factor
condicionante en el proceso de degradacién por sus caracteristicas fisicoquimicas y
microbioldgicas, acidificando el medio y retardando el proceso (Davila & Sierra, 2018).

3.9 Trichilia havanensis (Jacq.) (Maliacaeae)
La clasificacion taxondmica de T. havanensis es la siguiente (Calderon & German, 1993):
Clase: Equisetopsida

Subclase: Magnoliidae

Superorden: Rosanae
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Orden: Sapindales
Familia: Meliaceae
Geénero: Trichilia
Especie: T. havanensis Jacq. 1760

3.9.1 Caracteristicas botanicas de Trichilia havanensis

Comunmente llamado “ciruelillo” y o0 “limoncillo” en Oaxaca, “palo de cuchara” y/o
“xopilcahuitla” en Puebla, es un arbusto o arbol perennifolio, que puede medir hasta 12 m de alto
y el tronco hasta de 40 cm de didmetro, posee ramillas puberulentas glabradas y hojas
generalmente imparipinnadas; posee flores aromaticas, verdosas, amarillentas o de color crema;
caliz de 4 o 5 sépalos libres o unidos en la base, triangular-ovados, de alrededor de 1 mm, tanto
de largo como de ancho. Se presentan de 3 a 4 semillas por fruto, que es ovoide-trigonas, de 5 a
8 mm de largo, testa coridcea, de vistoso color rojo o rojo-anaranjado, provistas de un arilodio

pequefio, de color crema a blanco (Calderén & German, 1993; German, 2005).

3.9.2 Compuestos bioactivos presentes en Trichilia havanensis

Registros proporcionados por Chan et al. (1973) han sefialado la presencia de limonoides como
constituyentes en los extractos obtenidos de la planta; los primeros limonoides identificados
fueron triacetato de havanensina, 3,7-di-O-acetilhavanensina, 1,7-di-O-acetilvahanensisna y
acetato de trichilenona, aislados de un extracto aceténico de frutos maduros; a partir de ellos se
obtuvo havanensina, trichilenona, 1- dehidrohavanensina-3,7-diacetato, isotrichilenona, 7-
dehidrotrichilenona, 1,2-epoxi-7- dehidrotrichilenona, 1,2- epoxicedrelona, 1,2-dihidrotrichilenol
e isotrichilenol. De igual manera Passos et al. (2021) han sefialado a los limonoides como
constituyentes que tienen actividad insecticida; el trabajo de investigacion consistio en identificar
los compuestos bioactivos, encontrando 227 limonoides atribuidos a especies presentes en
América, Africa y Asia, entre las que se encuentra T. havanensis, identificando componentes
como 3,7-Diacetylhavanensin, 1,3-Diacetylhavanensin, 14,15-Deoxyhavanensin-1,7-diacetate e

Hydroxybutenolide.

3.9.3 Distribucion geografica

T. havanensis se encuentra distribuida principalmente en Centroamérica y el Caribe, en paises
como Guatemala, Belice, Costa Rica y Cuba, entre otros. En México se encuentra en los estados
de Campeche, Colima, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacéan, Nayarit,
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Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz y
Yucatan (German, 2005).

4. Justificaciéon

El uso de plaguicidas de sintesis quimica, como meétodo de regulacion de plagas, trae como
consecuencia dafos a la salud derivados del consumo de alimentos contaminados y exposiciones
al momento de su aplicacion, teniendo un fuerte impacto perjudicial al medio ambiente y ha
generado la resistencia de T. urticae a estos compuestos. El uso de extractos vegetales de C.
sinensis y T. havanensis como método de regulacion puede ser una alternativa para el manejo
agroecologico de agroecosistemas al utilizar residuos organicos para su elaboracién, lo anterior
permite retomar métodos tradicionales de control, disminuir el riesgo por intoxicacion y el
impacto ambiental. Al utilizar un método de extraccion sencillo se facilitara su aplicacion

utilizando residuos de otras especies vegetales provenientes del mismo Agroecosistema.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Evaluar la mortalidad de huevos, larvas, adultos y la repelencia en larvas y adultos de los
extractos de C. sinensis y T. havanensis en T. urticae en condiciones de laboratorio.

5.2 Objetivos especificos
a) Obtener y caracterizar fisicoquimicamente los extractos de C. sinensis y T. havanensis.
b) Evaluar la mortalidad en huevos, larvas y adultos de los extractos vegetales de pericarpio
de C. sinensis y semillas de T. havanensis sobre T. urticae en condiciones de laboratorio.
c) Evaluar la actividad repelente de larvas y adultos de los extractos vegetales del pericarpio

de C. sinensis y T. havanensis sobre T. urticae en condiciones de laboratorio.
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6. Hipotesis
Al menos uno de los extractos de C. sinensis y T. havanensis tiene actividad biologica
significativa (0=0.05) en la mortalidad y repelencia de T. urticae en ensayos de

laboratorio.

7. Plan de trabajo

Las etapas del plan de trabajo se indican en la Figura 4.

Etapa 1: Preparacion del material
vegetal para la obtencion de los
extractos.

Etapa 2: Cria de T. urticae y
siembra del material vegetal para
bioensayos

Etapa 3: Disefio de tratamientos y
unidad experimental

Etapa 4: Evaluacion de actividad
ovicida, larvicida ya caricida de los
tratamientos en laboratorio

Etapa 5: Evaluacion de la actividad
repelente de los tratamientos en
larvas y adultos en laboratorio

Etapa 6: Analisis de datos

Figura 4. Etapas del plan de trabajo en el desarrollo de la investigacion.
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8. Materiales y métodos

8.1 Obtencion de extractos vegetales

8.1.1 Naranja (Citrus sinensis)

Los residuos de naranja fueron obtenidos de diferentes juguerias de la ciudad de Puebla, se
caracteriz6 el material vegetal midiendo la indice madurez y posteriormente se separd el
pericarpio que fue lavado y secado a temperatura ambiente para finalmente reducir su tamafio a 2
cm?. La extraccion fue realizada utilizando el hidrodestilador marca GRAHAM DESCHEM
modelo 2L HT. EI material vegetal (200 g) se colocd en un matraz de destilacion para someterse
al vapor de agua como medio de arrastre. Se realiz0 la extraccion con una temperatura de
refrigerante de 8 a 9 °C durante 3 h. Con el uso del matraz de decantacion se separé el extracto
vegetal del hidrolato, se almacenaron en frascos ambar a condiciones de -18 °C para el extracto

vegetal y de 8°C para el hidrolato.

8.1.2 Ciruelillo (Trichilia havanensis)

Frutos de T. havanensis fueron obtenidos en una colecta realizada en 2019 en Cuetzalan, Puebla.
Los frutos se dejaron secar a la sombra a temperatura ambiente (18+5 °C) por 20 dias, se separd
la semilla del pericarpio y ésta fue molida con un molino Nixtamatic® NG-02 para grano y el
producto fue pasado por un tamiz (Mont-Inox®) nimero 30. Se pesaron 100 g de semillas
molidas y se colocaron en el matraz de destilacion para someterse a vapor de agua con una
temperatura de refrigerante de 9-10 °C durante 5 h. Con el uso del matraz de decantacion se
separd el extracto vegetal y el hidrolato, se almacenaron en frascos &mbar a condiciones de -18

°C para el extracto vegetal y de 8 °C para el hidrolato.
Se calcul6 el rendimiento usando la siguiente ecuacion:

o ) . Masa del aceite esencial (g)
Rendimiento del aceite esencial (%) = Masa de la planta (g) x 100

Al obtener un bajo rendimiento en la extraccion por hidrodestilacion, se cambié el método por
una maceracion con etanol. Para la maceracion se trabajé con 100 g de semilla molida y
tamizada, ésta se coloco en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 1 L y se le adicionaron 200
mL de etanol a 25 °C con agitacion (60 rpm), realizando concentraciones cada 24 h por dos dias
(Figura 5).
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Figura 5. Maceracidn etandlica de semilla de Trichilia havanensis.

Posteriormente se separé el etanol del material vegetal sedimentado y se le dio un proceso de
purificacion en el rotavapor Hei-VAP Core, a una temperatura de 80 °C para el bafio maria a una
velocidad de 80 rmp durante 90 minutos (Figura 6). El extracto vegetal se almacend en
condiciones de -18 °C. De igual forma se trabajo con la parte del fruto que contiene una mayor

cantidad de compuestos volatiles, que en este caso fue la semilla (Camilo-Patifion et al., 2013).

Figura 6. Obtencidn de extracto puro de Trichilia havanensis.
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8.2 Caracterizacion de extractos vegetales

8.2.1 Actividad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante de cada extracto vegetal con la técnica de DPPH,
midiendo la absorbancia de una muestra patron preparada con el compuesto 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo como blanco y una solucién del radical DPPH con cada extracto vegetal. Se
calcul6 el porcentaje de inhibicién con la siguiente formula (Jaramillo et al., 2012):

vy e s Absorbancia del blanco—Absorbancia de extracto
% Inhibicin=—mm—m—m—————————— .- (1)

Absorbancia del blanco

8.2.2 Composicién quimica de los extractos vegetales

Los extractos vegetales fueron caracterizados mediante la técnica de cromatografia de gases
acoplada a masas (GCMS, por sus siglas en inglés). Se uso el equipo Agilent GC-MS system
(6850N/5975, Santa Clara, CA) el cual consiste en un cromatografo de gases (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con una columna capilar HP-5MS (0.25-um
cubierta delgada, 30 m longitud y 0.25 mm didmetro) y un detector selectivo de masas operando
en el modo de impacto de la ionizacion del electron (70 eV). El anélisis de GC-MS fue llevado a
cabo con las siguientes caracteristicas: 1 mL/min de flujo del gas de transporte (helio), radio de
flujo de 10:1, temperatura de inyeccion de 200 °C. la temperatura del horno se mantuvo a 40 °C
por 3 min, después fue programada para incrementar de 40 °C a 150 °C a una tasa de 45 °C/min
y 200 °C por 2 min. El escaneo del rango de masa fue m/z 43-350. Los componentes volatiles de
los aceites esenciales fueron identificados para comparar los patrones del espectro de

fragmentacion de la masa con los compuestos analogos en la base de datos NIST en la literatura.

8.3 Cria de Tetranychus urticae y siembra del material vegetal para bioensayos

El acaro fue obtenido de un cultivo de maracuya Passiflora edulis Sims (Passifloraceae) sin
aplicacién de plaguicidas, ubicado en Tlapanald, Puebla. Las hojas infestadas fueron llevadas al
Laboratorio de Manejo Agroecologico de Plagas del Centro de Agroecologia de Instituto de
Ciencias de la BUAP, donde se separaron los organismos que contaron con las caracteristicas
morfol6gicas para T. urticae (Ferragut & Santoja, 1989). Los organismos separados fueron
colocados en plantas de frijol Phaselus vulgaris L. (Fabaceae) sanas y limpias, puestas en

contenedores de acrilico transparente cubiertos con tela tricot y mantenidas en condiciones de 26
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+ 1 °C y humedad relativa del 60 + 5%, donde se establecid la cria y se obtuvieron los individuos

para los bioensayos de laboratorio (Figura 7, 8 y 9).

Figura 7. Cria de Tetranychus urticae.

Figura 8. Planta de frijol para cria de T. urticae.
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Figura 9. Cria de Tetranychus urticae en hojas de frijol.

8.4 Disefio de tratamientos y unidad experimental
Se evaluo el efecto de cada extracto vegetal a concentraciones de 0 (testigo), 500, 1000 y 1500
mg.L™? , asi como los hidrolatos (sin diluir), sobre la viabilidad de huevos y la supervivencia y
repelencia en larvas neonatas y hembras adultas de T. urticae. La unidad experimental fue en un
disco foliar de frijol (P. vulgaris) de 1.5 cm de didmetro con un determinado nimero de huevos,
larvas y adultos de T. urticae. El disco se colocé en una caja de Petri de 9 cm de didmetro con el
fondo cubierto con dos capas de papel filtro hmedos a saturacion. La turgencia del disco foliar
se mantuvo al colocar la placa Petri dentro de una caja cilindrica de polipropileno de 5 cm de
altura por 12 cm de diametro. Se utiliz6 un trozo de material absorbente para conectarlo a la
placa Petri con un clip. Se mantuvo el flujo de agua entre el papel filtro de la placa Petri y el
deposito de agua de la caja exterior (Figura 10). Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones en cada

ensayo y el disefio experimental fue completamente al azar (Figura 11).

8.5 Evaluacion de la viabilidad de huevos y la mortalidad en larvas y adultos de los
tratamientos en laboratorio.

8.5.1 Preparacion de soluciones

Para la evaluacion de la actividad ovicida, larvicida, acaricida y repelente de los extractos
vegetales, se prepararon soluciones en concentraciones de 500, 1000 y 1500 mg.L™*; por su parte
los hidrolatos fueron utilizados sin diluir. Se prepararon 25 mL de cada tratamiento y a cada uno
se les adicion6 0.025 mL de surfatol, quienes se agitaron en un shaker por un tiempo de 10

minutos para tener una solucién homogénea. Se trabajaron con dos testigos que fueron agua
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destilada y agua destilada mezclada con surfatol para determinar si existe una diferencia
significativa en la mortandad derivada del surfatol (Figura 12 y 13).

Figura 10. Unidad experimental usada en los bioensayos.

Figura 11. Unidades experimentales en cAmara de cria.
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Figura 12. Tratamientos de Trichilia havanensis en sus diferentes concentraciones.

Figura 13. Tratamientos de Csinensis en sus diferentes concentraciones.

8.5.2 Bioensayos en huevos

Se colocaron dos hembras y tres machos de T. urticae por disco de hoja y se permitio la
oviposicion durante 12 h. Al cabo de ese tiempo, se retiraron los adultos y fueron colocados 10
huevos por unidad experimental, posteriormente fueron tratados con los extractos vegetales a las
concentraciones establecidas y los hidrolatos sin diluir. Para la aplicacion de éstos se utiliz6 un
aspersor manual con capacidad de 25 mL para el rociado de los discos foliares de manera
homogénea. Una vez tratados los discos, se dejaron secar al aire libre durante 15 minutos y se

colocaron en cuarto de cria a una temperatura de 26 + 1 °C, humedad relativa del 60 £ 5% y
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fotoperiodo de 12:12 luz y oscuridad. La eclosion de los huevos se comprobo 6 dias después de
la aplicacion de los tratamientos. Se registro el nimero de huevos muertos y eclosionados por

observacion directa con un microscopio estereoscépico (Rodriguez-Cabrera et al., 2022).

8.5.3 Bioensayos en larvas neonatas

Los bioensayos se realizaron sobre cohortes con larvas menores a 12 h de edad. Para esto, se
recogieron 120 hembras y otros tantos machos de la cria masiva, se colocaron sobre hojas de
frijol que previamente fueron introducidas en placas Petri de 9 mm de diametro con 2-3 discos de
papel filtro himedo. Se permitié que las hembras pongan huevos durante 24 h, tiempo tras el
cual se retiraron de las hojas. Al cabo de 5 dias los huevos eclosionaron, obteniendo larvas de
edad homogénea (< 12 h). A cada placa Petri se aplicd el extracto vegetal a cada concentracién
establecida y los hidrolatos sin diluir en los tratamientos y agua destilada para el caso de la placa
testigo, con ayuda de un aspersor manual a una distancia de 10 cm, se dejaron secar y con ayuda
de un pincel de pelo de camello se distribuyeron las larvas a razon de 10 larvas por disco. Las
unidades experimentales se colocaron al azar en la cAmara de cria en condiciones mencionadas
con anterioridad; se contabilizaron los individuos muertos en el momento que se observaron las
primeras protoninfas (4 dias), se consideraron como muertas aquellas larvas que no respondieron
con movimiento cuando se les tocd en tres ocasiones con el pincel. Los individuos que escaparon
de los discos foliares no se consideraron para el analisis de datos. Cada tratamiento tuvo 10

repeticiones.

8.5.4 Bioensayos en adultos

Al disco foliar de cada unidad experimental conteniendo 10 hembras adultas (Figura 14) se le
aplico el tratamiento respectivo con ayuda de un aspersor manual y se dejé secar en condiciones
ambientales durante 15 minutos. Las unidades experimentales se colocaron al azar en la camara
de cria donde permanecieron en las condiciones ya indicadas de temperatura, humedad relativa y
fotoperiodo. Se contabilizaron los individuos muertos (aquellos que no respondieron al toque del
pincel) a las 24 h. Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones.
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Figura 14. Disco foliar con hembras de T. urticae.

8.6 Evaluacion de la actividad repelente de extractos vegetales en larvas neonatas y
adultos en condiciones de laboratorio.
La unidad experimental consistio en un disco foliar seccionado en dos partes iguales. Una
seccion fue sumergida por 10 segundos en una solucion de 25 mL de agua destilada y 0.025 mL
de surfatol, mientras que la otra seccion fue sumergida en la solucién con el tratamiento
respectivo (extractos vegetales a las distintas concentraciones y hidrolatos sin diluir) por 10
segundos y ambas secciones se dejaron secar en condiciones ambientales por 15 segundos.

Ambas secciones se unieron para conformar de nuevo un disco foliar (Figura 15).

8.6.1 Bioensayos en larvas neonatas

Los bioensayos se realizaron sobre cohortes de larvas menores a 12 h de edad. Se recogieron 120
hembras y otros tantos machos de la cria masiva, se colocaron sobre hojas de frijol que
previamente fueron introducidas en placas Petri de 9 mm de didmetro con 2-3 discos de papel
filtro humedo. Se permitié que las hembras pusieran huevos durante 24 h y enseguida fueron

retiradas de las hojas. Al cabo de 5 dias los huevos eclosionaron obteniendo larvas de edad
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homogénea (< 12 h). Con ayuda de un pincel de pelo de camello se colocaron 10 larvas neonatas
en cada disco foliar de las unidades experimentales de las 10 repeticiones de cada tratamiento y
se mantuvieron en la cAmara de cria con las condiciones ya descritas. A las 24 h se contabilizo el
numero de individuos en cada seccion del disco foliar y se calcul6 el porcentaje de repelencia

con la siguiente formula (Aissaoui et al., 2020):

% Repelencia = % x100----------- -(2)

Donde C es en namero de individuos en la seccion testigo o control y T el nimero de individuos

en la seccion tratada con la solucion del extracto a la concentracion respectiva.

Figura 15. Unidad experimental utilizada en las evaluaciones de repelencia.

8.6.2 Bioensayos en hembras adultas

La unidad experimental fue la descrita con anterioridad salvo que se colocaron 10 hembras
adultas en el disco foliar conformado por las secciones con el tratamiento testigo y el extracto.
Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones en cada ensayo, y el disefio experimental fue
completamente al azar. Se contabilizaron los individuos en ambas secciones de la hoja a las 24 h

y se calcul6 el porcentaje de repelencia con la expresion indicada antes.
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8.7 Andlisis de datos
Los datos de mortalidad y porcentaje de repelencia se sometieron a pruebas de normalidad

(Shapiro-Wilk y Ji Cuadrada) y se realizd la prueba de homogeneidad de varianzas por el método
de Bartlett. En ningln caso se cumplié con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Con las transformaciones realizadas (raiz cuadrada y Arco seno de la raiz cuadrada)
no se logré obtener ajuste significativo a la normalidad, por lo que los datos se analizaron por la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de pruebas de Mann y Whitney para comparar
pares de medianas y el criterio de traslape en el grafico de cajas para la comparacion multiple de
las medianas. Los célculos y analisis de los datos se realizaron con el paquete estadistico
Statgraphics Centurion version XVI.I. (StatPoint Technologies, Inc., 2009). Todas las pruebas

estadisticas se realizaron considerando un nivel de confianza del 95% (a = 0.05).

9. Resultados y discusion

9.1 Extraccion y preparacion de las muestras de Citrus sinensis y Trichilia
havanensis

9.1.1 Caracterizacion de material vegetal

Naranja dulce (Citrus sinensis)

Se obtuvo un valor promedio de 5.8 mL de NaOH 0.1N gastados y un valor de grados Brix de
11.2. El indice de madurez de la naranja fue de 15.13 y un porcentaje de humedad de 90.2%,
resultados que cumplen con los rangos establecidos por la legislacién mexicana bajo la norma
NMX-027.

9.1.2 Obtencion de extractos

Los resultados del proceso de extraccion de los materiales de C. sinensis y T. havanensis se
muestran en la Tabla 3, donde se puede apreciar que el material vegetal con mayor rendimiento
de extracto fue el pericarpio de la naranja, con un valor de 0.6%, concordando con los resultados
obtenidos por Velazquez (2019,), quien también trabajo con tiempo y temperatura del vapor de
arrastre entre los 90 y 95 °C. Por otro lado, Obregén (2018) obtuvo que el tamario del pericarpio
influye en el rendimiento de los extractos vegetales por el método de arrastre de vapor. Los

resultados obtenidos para las semillas de naranja muestran un rendimiento muy bajo.
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Tabla 3. Resultados del proceso de extraccion por arrastre de vapor de los materiales de Citrus
sinensis y Trichilia havanensis

Material vegetal C. sinensis T. havanensis
Parte Pericarpio Semillas Pericarpio Semillas
Corrida A B Entera Molida Entera Molida  Entera  Molida
Rendimiento (%) 055 0.6 0.104 0.085 0.008  0.005 0.016 0.027

No se encontraron referencias de obtencion de extractos de las semillas de C. sinensis por el
método utilizado en este trabajo. Las referencias encontradas se refieren a la obtencion del
extracto de la semilla con técnicas de extraccion con solventes y por maceracion, como los
trabajos realizados por Espinoza et al. (2021) y Escalante et al. (2012). Sin embargo, es
importante sefialar que la mayor cantidad de estos compuestos arométicos se encuentran

presentes en el pericarpio del fruto.

Para el caso de T. havanensis se obtuvo un rendimiento de extracto promedio de 0.065% para el
pericarpio y de 0.027% para las semillas. No se encontraron reportes de la extraccion por arrastre
de vapor para esta planta, asi mismo se ha reportado de la obtencion de extractos vegetales con
métodos alternativos como el Soxhlet con un mayor rendimiento (Rodriguez-Cabrera et al.,
2022; De la Torre-Anzures et al., 2017) usando la semilla. Es importante sefialar que el
rendimiento y la calidad de los extractos vegetales pueden variar ya sea por la madurez de la
planta o del fruto (Huarcaya, 2021) y por factores ambientales en el proceso de secado (Toro &
Piedra, 2019). También por la variedad de la planta, condiciones de cultivo, época de
recoleccion, parte cosechada de la planta, manejo del material vegetal y los métodos de
extraccion, entre otros (SENA, 2004).

Por otro lado, la cantidad de hidrolato reservado fue de 500 mL, tanto para el pericarpio como de
la semilla, A¢imovi¢ et al. (2020) reporta que los hidrolatos, cuentan con compuestos aromaticos
solubles en agua, asi como una fraccion muy pequefia de los compuestos presentes en el extracto

vegetal, lo que provoca similitud en el aroma de ambos productos.
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El extracto obtenido de la maceracion alcohdlica presentd un rendimiento del 10%, contrastando
con el menor rendimiento obtenido por el método de arrastre de vapor. Escobar (2021), compard
dos metodos de obtencion de extractos de la corteza de Quercus crassiflora Humb. & Bonpl.
(Fagaceae) usando el método de maceracion etandlica y mediante el uso de ultrasonido, siendo la
de mayor rendimiento la maceracion etanolica. Por otra parte, Luzuriaga et al. (2019) evalué la
obtencion de extractos vegetales de Origanum vulgare L. (Lamiaceae) por métodos de
maceracion alcoholica y la destilacion por arrastre de vapor, siendo la maceracion la que obtuvo
un mayor rendimiento. En el caso de semillas, Barriga (2021) concluy6é que la maceracion
etanolica presenta un mayor rendimiento en la obtencion del extracto vegetal de uva Borgofia

negra Vitis vinifera L. (Vitaceae) en comparacién con el método por arrastre de vapor.

9.2 Caracterizacion de los extractos vegetales

9.2.1 Actividad antioxidante

Los resultados del porcentaje de inhibicion del radical DPPH del extracto de naranja fue de un
8%. Estos resultados concuerdan con los reportados por Meza-lIpanaqué (2017) donde se obtuvo
un porcentaje de inhibicién del 4.5%. Este bajo porcentaje se atribuye a que los limonoides
presentes en el extracto tienen una actividad antioxidante muy baja, como lo reportado en el
trabajo de Yu et al. (2005) donde comparan la actividad antioxidante de limonoides y
flavonoides presentes en el extracto vegetal de C. sinensis, siendo los limonoides lo que tuvieron

una actividad antioxidante menor.

Para el extracto de T. havanensis se obtuvo un porcentaje de inhibicion de 45%. Hasta ahora no
se tienen resultados reportados de T. havanensis sobre su actividad antioxidante, sin embargo,
para otras especies de Trichilia como el caso de la corteza y el tallo de Trichilia roka Vahl.
(Meliaceae) se obtuvo un porcentaje de inhibicion del radical DPPH en un rango de 30 — 40%

(Nana et al., 2013), el cual el similar al reportado por T. havanensis en este trabajo.

9.2.2 Densidad

Para el extracto de naranja (C. sinensis) se obtuvo una densidad de 0.87 g/mL, correspondiente
con los datos reportados por Blas-Espinosa & Fernandez-Venturo (2021), con valores de 0.86
g/mL, asi como por Cerna-Mejia & Torres-Orzelis (2020) quienes reportaron una densidad de
0.84 g/mL.
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Para el caso del ciruelillo (T. havanensis) se obtuvo una densidad de 1.02 g/mL. No se

encontraron reportes de la densidad para este extracto vegetal.

9.2.3 Composicién

A partir de los datos obtenidos con el uso del equipo de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, asi como los picos del espectro que arrojo la cromatografia de gases
(Figura 20), se determinod la composicion del extracto de C. sinensis (Tabla 4) donde se puede
observar que uno de los compuestos mayoritarios es el limoneno, compuesto al que se le han
atribuidos propiedades antibacterianas (Luna-Guevara et al., 2021) y acaricidas (Abdelgaleil et
al., 2019). Los datos obtenidos concuerdan con los resultados reportados por Barros-Gomes et al.
(2021) reportando al limonene como compuesto bioactivo mayoritario presente en el extracto de
la cascara de naranja; Asimismo, Conde-Hernandez et al. (2021) también reportaron al limoneno
y beta-mirceno como compuestos bioactivos presentes en mayor proporcion en el extracto
vegetal. También su otro compuesto mayoritario: el escualeno, ha presentado toxicidad para el
acaro T. urticae, como repelencia en adultos y toxicidad en ninfas de la mosquita blanca Bemisia
tabaci (Aleyrodidae) (Wagan et al., 2018).

Tabla 4. Compuestos presentes en el extracto de C. sinensis.

Porcentaje presente

Compuesto en extracto (%)
Limoneno 75.83
Squaleno 16.76
7-hydroxy-5,6-dimethoxychromen-2-one; 2h-1-benzopyran-2-one 1.83
B-mirceno 1.29
Acido n-hexadecanoico 1.09
Linalool 0.61
(2)-9- &cido octenaoico 3-(octadecyloxy)propyl ester 0.6
1r-alfa-pineno 0.4
Monolinolenin 0.35
Oxido de caryiphileno 0.33
Eremophileno 0.32
1h-cyclopeazulen-7-ol 0.29
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Figura 16. Cromatograma obtenido del analisis por CG/EM de la fraccién del extracto de C.
sinensis. Los picos representan los metabolitos presentes en la muestra, su altura indica la
cantidad del compuesto presente en la muestra por ejemplo el pico sefialado con la letra “a” hace
referencia al limoneno.

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la caracterizacion del extracto de T. havanensis y en
la Figura 21 se presenta el cromatograma obtenido por CG/EM para este extracto. Su compuesto
mayoritario, el tymol a 0.2 y 0.01% (mL L™ v/v) ocasiono mas del 40% de la mortalidad de
ninfas y los adultos de T. urticae (Herrera-Gorocica et al., 2023). El otro compuesto mayoritario,
el &cido linolieco a 1 mg/mL ha causado 30.4. % de mortalidad del &caro T. urticae (Lee et al.,
2022). Otros compuestos presentes pertenecen a una compleja mezcla de esteres, principalmente
acetatos, los cuales son precursores para la formacion de los limonoides de la clase azadirona,
cedrelona, havanensina, trichilina y vilasinina, que han sido reportados en plantas pertenecientes
a la familia de las meliaceas y constituyentes del extracto vegetal de T. havanensis (Tang & Luo,
2011). La formacion de estos limonoides se ve condicionada al contacto con la luz, la
temperatura, ademas el medio en el que se encuentran al realizar la caracterizacion como lo

reportan los mismos autores, quienes mencionan que la formacion de la clase havanensina se
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realiza bajo condiciones &cidas. Por otro lado, la CG/EM constituye una herramienta para
separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y semi-volatiles de mezclas complejas
y térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-400°C, mientras que los autores reportan
temperaturas maximas de 60°C en sus caracterizaciones. Los recursos bibliograficos reportan las
técnicas utilizadas para su caracterizacion mas no el nombre de los metabolitos secundarios
mayoritarios en sus muestras analizadas.

Asi mismo se han encontrado reportes de algunas otras especies pertenecientes al género
Trichilia, como Trichilia emetica Vahl. (Meliaceae) cuyos constituyentes mayoritarios son
esteres y compuestos aromaticos como acido pentanoico y el p-xyleno (Perumal et al., 2020). En
el caso de Trichilia gigliana L. (Meliaceae), se reportan diversos terpenos y esteres como el
acido hexadecanoico etil ester o el octadecano, 2-metil (Lucie et al., 2016), que también se
encuentran presentes en el extracto de T. havanensis utilizado en este trabajo de investigacion.

Tabla 5. Compuestos presentes en el extracto de Trichilia havanensis.

Porcentaje presente

Compuesto en extracto (%)
Thymol 13.97
Acido linoleico 11.99
(-) spathulenol 11.67
B-cubenene 8.11
Acido n-hexadecanoico 5.48
Acido 9-hexadesenoico 3.54
Aromadendreno 3.45
Ylangeno 3.38
Gamma-muuroleno 2.9
Gamma-cadineno 2.62
Acido acético 2.33
Carypophylleno 2.33
Aromadendreno oxide (2) 2.24
Cubenol 1.7
Tricyclo[5.2.2.0(1,6)]undecan-3-ol,2-methylene-6,8,8-trimethyl- 1.55
Beta-elemene 1.54
Alfa-gurjunene 1.54
Oxido caryophyllene 1.52
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Alfa-cubene
B-eudesmeno
Acido oleico
Copaeno

Aristoleno hepoxido
Alfa-caryophyllene
Isopropyl myrstato
Linalool

O-cymol

spiro[tricyclo[4.4.0.0(5,9)]decane-10,2'-oxirane],
7,8-dihydroxy-, (8s)-

trans-9,12-octadecadienoic acid methyl ester
1h-pyrrole, 1-methyl
isoaromadendrene hepoxide
gamma-elemene
allo-aroma-dendreno
Drimenol

ledeneoxide (2)
aromadendre oxide

metil 2,5 -octadecadiynoate
calarene hepoxide
beta-bourbonene

Guaiene

Cyclosatirene

alfa-terpenol

1-methyl-4-isopropyl-

2-acetoxy-10-(2-hexylcyclopropyl)capric acid methyl ester

h-terpineol
17,.beta.-destradiol
estra-1,3,5(10)-trien-17-ol, (17.beta.)-

(2a,5B)-5-hexadecyloxy-2-pentadecyl-1,3-dioxane

1-monolein
ethyl linoleate
1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol

(2)-9-octadecenoic acid 3-(octadecyloxy)propyl ester

Isoborneol

(1ar)-8p-acetyloxy-1,laa,1bp,1ca,2a,3,3a,6aa,6b,7,8,8a-dodecahydro-

151
1.09
0.97
0.82
0.77
0.76
0.67
0.58
0.56

0.49

0.49
0.48
0.48
0.45
0.4
0.39
0.39
0.34
0.31
0.29
0.27
0.25
0.21
0.18
0.13
0.1
0.08
0.07
0.07
0.06
0.05
0.05
0.05
0.04
0.04
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3aP,6ba,8aa-trinydroxy-22
1-heptatriacotanol 0.03

Total 95.78
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Figura 17. Cromatograma obtenido del analisis por CG/EM de la fraccion del extracto de T.
havanensis. Los picos representan los metabolitos presentes en la muestra, su altura indica la
cantidad del compuesto presente en la muestra por ejemplo el pico sefialado con la letra “a” hace
referencia al thymol.

9.3 Evaluacion de mortalidad

En todos los ensayos, el porcentaje de mortalidad promedio de los tratamientos testigo,
consistentes en agua destilada (A) y agua destilada mezclada con surfatol (A+S), fue menor al
5% y no se observo diferencia significativa entre las medianas de mortalidad del testigo A y el
testigo A+S (Mann y Whitney, p>0.05). Por lo tanto, los analisis se realizaron con los datos
originales de mortalidad y las repeticiones de los dos testigos se promediaron para considerar un

solo testigo.
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9.3.1 Actividad ovicida

El extracto de las semillas de T. havanensis a la concentracion de 1500 mg.L™* fue el tratamiento
que presentd la mayor actividad ovicida en T. urticae, con mediana de mortalidad de huevos de
45.0%, que resultd significativamente superior a la mortalidad de los demas tratamientos y del
testigo (Tabla 6).

Tabla 6. Medianas de mortalidad (M) de huevos de Tetranychus urticae tratados con
extractos de Citrus sinensis y Trichilia havanensis.

Tratamiento C. sinensis T. havanensis

M [CI, CS]* (%) M [CI, CS] (%)
Testigo 00.0[00.0, 07.2] a** 00.0[00.0,07.2] a
Hidrolato 16.0 [06.7, 18.7] bc 08.8 [00.0, 26.7] ab
500 mg.L* 11.2[00.0,14.3] b 22.0[18.2,31.2] b
1000 mg.L* 14.4[08.3, 25.0] bc 18.9[11.8,24.0] b
1500 mg.L™* 175[11.1,26.7] c¢ 45.0 [37.5,55.6] c

* Cl= Cuartil inferior, CS= Cuartil superior.
**| etras diferentes indican diferencias significativas entre las medianas de tratamientos

(p<0.05).

Rodriguez-Cabrera et al. (2022) reportaron efecto ovicida en T. urticae de los extractos hexanico
y etanodlico de T. havanensis, comparando su efecto con otros extractos vegetales, siendo el mas
efectivo el extracto etanolico, como fue en el presente trabajo de investigacion. El efecto ovicida
puede atribuirse a los compuestos bioactivos mayoritarios obtenidos del extracto vegetal como el
thymol, &cido linoleico y (-) Spathulenol a los que se le han atribuido propiedades benéficas para
la salud humana y como compuesto acaricida y bactericida (Escobar et al., 2020). Maldonado-
Michel et al. (2022) evaluaron el extracto de las semillas de Swietenia humilis Zucc. (Meliacea),
usaron etil acetato como solvente para obtener el extracto vegetal y en condiciones de laboratorio
tuvo efectividad sobre las hembras y en la viabilidad de los huevos de T. urticae a

concentraciones del 1%.

Los extractos y el hidrolato del pericarpio de C. sinensis ocasionaron mortalidad de huevos entre
11.2 y 17.5% con diferencia significativa respecto a la mortalidad del tratamiento testigo. Los

tratamientos que ocasionaron mayor mortalidad fueron los extractos a 1000, 1500 mg.L? y el
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hidrolato, con medianas de mortalidad de 14.4, 17.5 y 16.0%, respectivamente, sin observarse
diferencia estadisticamente significativa entre ellas. No se encontr6 informacion en la literatura
cientifica sobre el efecto ovicida de estos extractos en T. urticae 0 en otras especies de acaros.
Sin embargo, se ha probado su efecto ovicida en otros artrépodos como Callosobruchus
maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae) y Dermestes maculatus Deg (Coleoptera: Dermestidae) en

concentraciones menores al 1% (Don-Pedro, 1996).

9.3.2 Actividad larvicida

En la Tabla 7 se muestran las medianas de mortalidad ocasionada por los tratamientos de los
extractos de las dos especies vegetales y el resultado de la comparacion de las medianas, donde
se aprecia que la mayor actividad larvicida fue ocasionada por las concentraciones de 1000 y

1500 mg.L™* del extracto de C. sinensis, con mortalidad del 40%.

Existen pocos estudios en larvas de T. urticae para contrastar los resultados obtenidos en el
presente trabajo, sin embargo, el limoneno, presente en el extracto vegetal de C. sinensis, ha
demostrado ser efectivo en el estudio realizado por Golec et al. (2020) donde hubo una
mortalidad mayor al 50% usando limoneno al 80%. Asi mismo Sun et al. (2022) sefialan que el
limoneno que se encuentra presente en el extracto de Plectranthus tomentosa tiene un efecto
larvicida del 80% en concentraciones de 50 mg/mL a las 48 h de su aplicacién en larvas de

Tetranychus kanzawai (Acari: Tetranychidae).

Tabla 7. Medianas de mortalidad (M) de larvas neonatas de Tetranychus urticae
tratados con extractos de Citrus sinensis y Trichilia havanensis.

) C. sinensis T. havanensis

Tratamiento

M [CI, CS]* (%) M [CI, CS] (%)
Testigo 00.0[00.0, 05.0] a** 00.0[00.0, 05.0] a
Hidrolato 30.0[20.0,30.0] b 20.0[10.0,20.0] ¢
500 mg.L™! 20.0[20.0,30.0] b 15.0 [10.0,20.0] b
1000 mg.L* 40.0 [30.0,50.0] ¢ 15.0[10.0,20.0] b
1500 mg.L™*! 40.0[30.0,40.0] ¢ 20.0 [10.0,30.0] ¢

* Cl= Cuartil inferior, CS= Cuartil superior.
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**|_etras diferentes indican diferencias significativas entre las medianas de tratamientos
(p<0.05).

En cuanto a T. havanensis, la mayor actividad larvicida se obtuvo con el hidrolato y la
concentracion de 1500 mg.L™, con mediana de mortalidad del 20% en ambos tratamientos. No se
han encontrado trabajos en los que se evalue el efecto de los extractos de T. havanensis en larvas
de T. urticae, pero si con plantas pertenecientes a la familia de las melidceas como el trabajo
realizado por Ashrafju et al. (2014), donde se utilizé un extracto etandlico de Melia azedarach L.
(Meliaceae) que, si bien no tuvo un efecto letal en la larva, hubo una incidencia en el desarrollo
del acaro a una concentracion de 4 mg.mL™ debido posiblemente a los limonoides presentes en
el extracto. Por otro lado, Augustin et al. (2015) uso un extracto acuoso de A. indica en cultivos
de tomate, monitoreando el comportamiento de la poblacion de larvas de T. urticae durante 8
semanas, donde se observo que el extracto de A. indica tuvo un efecto letal del 30% en la
poblacion de larvas en concentracion de 8 g.L, teniendo el mismo efecto que el acaricida

quimico que también fue incluido en el ensayo.

9.3.3 Actividad en adultos

La mayor actividad en adultos de T. urticae fue ocasionada por las concentraciones de 1000 y
1500 mg.L? del extracto de C. sinensis con medianas de mortalidad de 45 y 50 %,
respectivamente (Tabla 8). En un estudio similar, Hassan et al. (2021) evaluaron la mortalidad de
adultos de T. urticae en concentraciones de 1250, 2500, 5000 y 10,000 mg.L ! de un extracto de
C. sinensis, siendo el tratamiento mas eficaz la concentracion a 10,000 mg.L™.

Tabla 8. Medianas de mortalidad (M) de hembras adultas de Tetranychus urticae
tratados con extractos de Citrus sinensis y Trichilia havanensis.

) C. sinensis T. havanensis
Tratamiento
M [CI, CS]* (%0) M [CI, CS] (%)
Testigo 00.0[00.0, 10.0] a** 00.0[00.0, 10.0] a
Hidrolato 10.0 [00.0, 20.0] a 05.0[00.0, 10.0] a
500 mg.L* 20.0[10.0,30.0] b 10.0 [0.0, 10.0] a
1000 mg.L™*! 45.0 [40.0,60.0] c 30.0[30.0,40.0] b
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1500 mg.L? 50.0 [50.0,50.0] c 35.0[30.0,40.0] b
* Cl= Cuartil inferior, CS= Cuartil superior.

**|_etras diferentes indican diferencias significativas entre las medianas de tratamientos
(p<0.05).

En otro trabajo, Asmaa & Amal (2021) evaluaron la letalidad de los extractos de C. sinensis y C.
aurantium en adultos de T. urticae en diversas concentraciones; los resultados obtenidos
demuestran la actividad acaricida del extracto de C. sinensis en una concentracion del 8%. Esta
actividad acaricida se atribuye a los compuestos bioactivos mayoritarios presentes en el extracto
vegetal como el limoneno. Born et al. (2018) evaluaron la actividad acaricida de diversos
compuestos, siendo el limoneno uno de los compuestos bioactivos que tuvieron una mayor

influencia en la mortandad de T. urticae.

La mayor actividad del extracto de las semillas de T. havanensis se obtuvo a las concentraciones
de 1000 y 1500 mg.L™ con medianas de 30 y 35% de mortalidad, respectivamente, sin observar
diferencia significativa entre ellas. Chiasson et al. (2001), evaluaron el efecto acaricida de
extractos de Artemisia absinthium y Tanacetum vulgare (Asteraceae) en el &caro rojo de dos
manchas en su etapa adulta, teniendo un efecto letal en los bioensayos realizados. El efecto

acaricida fue atribuido al metabolito secundario alfa-cubebene presente en el extracto.

9.4 Evaluacion de la actividad repelente

9.4.1 Repelencia en larvas neonatas

Los resultados de repelencia en larvas se muestran en la Tabla 9 donde se observa que los
tratamientos con mayor actividad repelente fueron las concentraciones de 1000 y 1500 mg.L™
del extracto de C. sinensis con indices de repelencia de 20 y 30%, respectivamente, asi como
1000 mg.L del extracto de T. havanensis (20%). De extracto de C. sinensis la concentracion de
500 mg.L™ de este extracto provocd 20% de actividad atrayente para las larvas, mientras que el
hidrolato ocasion6 un nivel muy bajo de repelencia (10%) que no fue significativamente

diferente a la observada con 500 mg.L™ del extracto.

Tabla 9. Medianas de repelencia (M) en larvas neonatas de Tetranychus urticae
tratados con extractos de Citrus sinensis y Trichilia havanensis.

Tratamiento C. sinensis T. havanensis
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M [CI, CS]* (%) M [CI, CS] (%)
Hidrolato 10.0 [-60.0, 40.0] a -20.0 [-40.0, 20.0] a
500 mg.L* -20.0 [-20.0, 00.0] a 00.0 [-20.0, 20.0] a
1000 mg.L*? 20.0 [00.0, 20.0] ab 20.0 [00.0,20.0] a
1500 mg.L™ 30.0 [00.0, 40.0] b 00.0 [00.0, 20.0] a

* Cl= Cuartil inferior, CS= Cuartil superior.
**|_etras diferentes indican diferencias significativas entre las medianas de tratamientos

(p<0.05).

No se encontraron trabajos registrados sobre el uso de extractos vegetales y su actividad
repelente en larvas de T. urticae, sin embargo, ya se ha demostrado la accion repelente de
diversos limonoides y su aplicacion sobre arafiita roja, como el caso de Augustin et al. (2015)
donde el uso de A. indica tuvo un decremento de la poblacion de larvas de T. urticae en cultivo
de tomate. En el caso del presente trabajo, se puede atribuir la actividad repelente del extracto de
C. sinensis a los limonoides mayoritarios que constituyen al extracto vegetal, como son el
limoneno y el squaleno, asi como el tymol y el &cido linoleico del extracto de T. havanensis.

9.4.2 Repelencia en hembras adultas

Los resultados del ensayo de repelencia con hembras adultas se presentan en la Tabla 10, donde
se aprecia que el extracto de C. sinensis presentdé de moderada a alta actividad repelente desde la
concentracion de 1000 mg.L-1 con un indice del 60%, que resultd igual a la repelencia

ocasionada con 1500 mg.L™* del extracto.

Tabla 10. Medianas de repelencia (M) en hembras adultas de Tetranychus urticae
tratadas con extractos de Citrus sinensis y Trichilia havanensis.

) C. sinensis T. havanensis
Tratamiento
M [CI, CS]* (%) M [CI, CS] (%)
Hidrolato -10.0 [-20.0, 00.0] a 00.0 [-20.0, 20.0] a
500 mg.L™! 00.0[-20.0, 20.0] a -10.0 [-40.0, 20.0] a
1000 mg.L* 60.0 [40.0,80.0] b 10.0 [00.0, 20.0] a
1500 mg.L™*! 60.0 [40.0,80.0] b 20.0 [00.0, 40.0] a
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* Cl= Cuartil inferior, CS= Cuartil superior.
**| etras diferentes indican diferencias significativas entre las medianas de tratamientos

(p<0.05).

La actividad repelente del extracto de C. sinensis podria deberse a que, en el estado adulto, el
acaro ya ha desarrollado sedas sensitivas alrededor de su cuerpo que le ayudan a detectar agentes
quimicos de su entorno. No obstante, el caracter repelente de los limonoides presentes en el
extracto de naranja ha sido evidenciado con anterioridad por Da Camara et al. (2015), que
obtuvieron resultados semejantes al evaluar el extracto vegetal acuoso de C. sinensis en
concentraciones de 1% del extracto vegetal en metanol con una repelencia mayor al 60%. Janior
et al. (2010), observaron efecto repelente mayor al 50% en una concentracion al 2% del mismo
extracto; este caracter repelente es atribuido al limoneno que es el compuesto mayoritario en el

extracto de naranja caracterizado por los autores.

En el caso de T. havanensis (Tablas 9 y 10) no se obtuvo una diferencia significativa en la
repelencia de larvas y adultos del &caro rojo de dos manchas. No se encontraron reportes en la
literatura cientifica de la actividad repelente de extractos de la planta en &caros, sin embargo, Da
Camara et al. (2021) evaluaron el efecto acaricida y repelente de Croton spp. en adultos de T.
urticae y al realizar la caracterizacion de la planta sefialaron el spathulenol (compuesto presente
en el extracto de T. havanensis usado en el experimento), como compuesto mayoritario del
extracto vegetal y responsable de un efecto letal y repelente mayor al 50% en bioensayos
realizados con concentraciones de 27.08 pL.mL™. EI thymol fue evaluado por Tak & Isman
(2017) en adultos de T. urticae y los autores reportaron actividad repelente cercana al 100 % con
concentraciones de 10 mg.mL™ diluidos en acetona. Como se menciond anteriormente, los
diferentes compuestos presentes en el extracto vegetal han sido reportados por su actividad
toxica en larvas y adultos del &caro, sin embargo, no se observé actividad repelente significativa

a las concentraciones evaluadas.

10. Conclusiones

e Los extractos de C. sinensis y T. havanensis tienen actividad sobre huevos, larvas y

adultos de T. urticae.
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e El extracto de T. havanensis tuvo la mayor incidencia en la viabilidad de huevecillos de
T. urticae con un 45% de efecto ovicida a 1500 mg.L™.

e El extracto de C. sinensis tuvo la mayor incidencia en la mortalidad de larvas y adultos de
T. urticae con 45% y 50%, respectivamente, en concentraciones de 1500 mg.L™.

e El extracto de C. sinensis tuvo el mayor porcentaje de repelencia en larvas y adultos de T.
urticae con el 30% y 60%, respectivamente, en concentraciones de 1500 mg.L*

e Los resultados muestran el potencial que tienen los extractos de C. sinensis y T.
havanensis para el manejo de T. urticae.

e Se recomienda evaluar el efecto de los extractos en concentraciones mas altas y evaluar

sus efectos en invernadero y campo.

11. Recomendaciones

e Se recomienda evaluar el efecto de los extractos de C. sinensis y T. havanensis en

diferentes estados bioldgicos de los enemigos naturales de T. urticae.
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